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研究目的
インフルエンザウイルスの第8RNA分節からは、スプライシング機構が関与して、
NS1とNS2の2種類の蛋白が発現きれる。NS1は、l)宿主mRNAのスプライシン
グと核外輸送の阻害、2）ウイルスの翻訳調節、3）宿主のインターフェロン誘導系の
阻害、の各段階で機能している。一方、NS2蛋白は、細胞の核外輸送因子と結合する事
により、ウイルスRNPの核外輸送に機能していることが明かと成ってきたoNS1は感
染細胞内で、最も良く'ノン酸化を受ける蛋白で、NS1の'ノン酸化は翻訳調節に関与して
いることが考えられる。
当該研究では、1)NS1とNS2の機能構造、並びにNS1とNS2が関与する生命現
象の分子機構を明らかにする事、2）第SRNA分節の遺伝子組換えウイルスを利用し
た弱毒ワクチンの開発とワクチンベクターヘの応用を目的とした。
研究成果
1)NSl蛋白に欠損を持つ変異ウイルスdll2とN110を作成し、解析した。インフル
エンザウイルスの遺伝子組換えはRNaseH法を用いた｡dI12は、N端付近の12残基
を欠失するが、MDBK細胞でもVero細胞でも温度感受性となり、39℃で、感染後期
に、すべてのウイルス蛋白の翻訳が特異的に阻害された｡N110は、C端側52%を欠失
するが、すべての温度で後期蛋白の翻訳だけが特異的に阻害された｡N110のNS1は
核外輸送に欠損を持っていた。(Enami&Enami,2000)
2)WSN株NS1蛋白(23o残基）に加え、N端110残基(N11O)、C端190残基
(C19O)、及び66-77残基目の欠損(dll2)蛋白を大腸菌で発現し単離した（図2)｡
NS1蛋白はAキナーゼ、Cキナーゼ、及びGキナーゼを用いて'ノン酸化した（図1、
B)。ウサギ網状赤血球ライセートにウイルス感染細胞から精製したmRNAを添加、
invitroの翻訳に於けるNS1蛋白の機能を解析した。野生型NS1蛋白はmvitro翻訳
系でNPとM1の翻訳を強く促進し、NS1蛋白の翻訳は弱く促進したoA一、C一、G-、
いずれのキナーゼもNS1蛋白を'ノン酸化したが、リン酸化によりNS1の翻訳促進活性
は有意に増加した（図1,C)｡N110-NS1蛋白はinvivoでは翻訳促進活性は欠損し
ていたにもかかわらず、mvitroでは翻訳促進活性が確認された。これは、この蛋白は
138-147残基目に存在する核外輸送シグナル(NES)を欠損していて、感染細胞内で
は核内に蓄積するために、翻訳の場である細胞質に存在しないためによるものと考えら
れた（図2）。一方、C190-NS1蛋白は翻訳促進活性が欠損していた。これは、19-36
残基目に存在するRNA結合領域を欠損するためと考えられた（図2)｡(Guo,et
al.,投稿中）
3)NS1のN端側151残基の下流に自己切断活性を持つ17残基の2Aプロテアーゼ配
列を挟んでCAT遺伝子を挿入したNS2ACATウイルスを作成した。当該ウイルス感染
の初期過程は正常で、後期蛋白の発現とウイルス粒子形性が抑制され、温度感受性とな
り、マウスに対して高度に弱毒化された。培養細胞レベルではNS1とCATの融合蛋白
を発現した後、その20%は直ちに自己切断され成熟型蛋白となった。NS2蛋白の発現
は野生株の20%程度であった。感染24時間後には発現CAT蛋白の50%が培養上精中
に検出された。マウス肺ではウイルスの僅かな複製とCATの発現が確認され、血中
IgG抗体価の僅かな上昇が見られた。当該ウイルス感染マウスは、致死量のWSNウイ
ルス感染に対し完全に感染防御がみられた。マウスから分離したT】ノンパ球と精製
CAT蛋白を用いたinvitroの解析では、γインター フェロンの誘導、CTL活性が確認
された（'rakasuka,etal.,2002)。
ウイルスNS1のN端側151残基[NS(151)2ACAmに加えN端側131残基
[NS(131)2ACA画の下流に自己切断活性を持つ17残基の2Aプロテアーゼ配列を挟ん
でCAT遺伝子を挿入した。NS(151)2ACATウイルスは温度感受性となったのに対して、
NS(131)2ACATウイルスは温度感受性とはならなかった｡NS(151)CATウイルスが温
度感受性となる機構は、当該変異蛋白が核外輸送シグナルを持つのに対し、
NS(131)CATウイルスは待たないことから、変異蛋白が細胞質に輸送きれて、高温でな
んらかの阻害活性を持つものと考えられるが、その機構は不明である(Enam,etal.,
投稿中)｡
4）種々のNS2蛋白の変異ウイルスの作成を遺伝子組み換えにより試みたが、いずれ
の場合もウイルスは回収されなかった。これまで自然界では、NS2蛋白の温度感受性変
異ウイルスは確認されていない。おそらく、NS2は構造的に許容範囲が極めて狭く変異
ウイルスの回収が難しいためと考えられる。
考察
NS1蛋白はウイルスmRNAの5'--UTRの特異的配列と細胞の翻訳開始因子EIFL-4G
に結合する。これらの相互作用が翻訳の制御を行っていると考えられたoNS1蛋白の'ノ
ン酸化はこの機能に必須ではないが重要であった。細胞内では、遣伝子発現に、転写や
複製、核細胞質間輸送など種々の要因が関与する。今後、翻訳調節に焦点を絞ったこれ
らの詳しい分子機構を解明するためには、invitroで翻訳調節に必要なnlRNAの構造
と宿主因子の同定を行う必要があり、本件研究で開発した解析系は有効であることが示
された。
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図1，NS1蛋白質のリン酸化と翻訳促進活性
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図2、NS1蛋白質の変異体と翻訳促進活性
